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Охарактеризовано влияние 1,4-бензохинона и его производных, коэнзимов Q1 и Q10, на мембрано-
тропный фермент L-галактон-1,4-лактон дегидрогеназы из Arabidopsis thaliana. Установлено, что
коэнзим Q1 может выступать как электроноакцептор L-галактон-1,4-лактон дегидрогеназы в вод-
ной среде и в системе обращённых мицелл (модель мембраны). Учитывая значительную разницу
коэффициентов молярного поглощения окисленной и восстановленной форм 1,4-бензохинона и
коэнзима Q1, данные соединения могут быть использованы для разработки спектрофотометриче-
ского определения активности L-галактон-1,4-лактон дегидрогеназы из Arabidopsis thaliana. Ис-
пользуя ранее разработанный подход к определению активности фермента в мицеллярной среде по-
казано, что коэнзим Q10, близкий по структуре к электроноакцептору 1,4-бензохинону и коэнзиму
Q1, напротив, является ингибитором изучаемого фермента. Обнаруженная способность коэнзима
Q10 ингибировать галактон-1,4-лактон дегидрогеназу из Arabidopsis thaliana, являющуюся гомоло-
гом галактонолактоноксидазы из болезнетворного организма-паразита Trypanosoma cruzi, позволя-
ет рассматривать коэнзим Q10 как потенциальный ингибитор галактонолактоноксидазы и возмож-
ную основу для создания лекарств против болезни Шагаса.
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ФАД-зависимая L-галактон-1,4-лактон дегид-
рогеназа из Arabidopsis thaliana (AtGALDH) – мем-
бранный фермент растительного происхождения,
являющийся удобной моделью для изучения дей-
ствия эффекторов в отношении митохондриаль-
ных ФАД-зависимых дегидрогеназ. AtGALDH
может служить модельным ферментом для поиска
ингибиторов водонерастворимой галактонолак-
тоноксидазы из Trypanosoma cruzi (TcGAL), вызы-
вающей болезнь Шагаса. Фермент TcGAL ката-
лизирует биосинтез аскорбата С – антиоксиданта,
который паразитический организм Trypanosoma
cruzi не может усваивать извне и должен синте-
зировать самостоятельно. Ингибиторы TcGAL,

могут рассматриваться как основа для разработки
селективных лекарств против болезни Шагаса, по-
скольку организм человека не содержит галактоно-
лактоноксидазу.

Ещe одним важным направлением является
исследование новых электроноакцепторов (ЭА)
AtGALDH, обладающих значительной разницей
коэффициентов молярного поглощения окислен-
ной и восстановленной форм, что позволяет разра-
батывать новые спектрофотометрические методы
определения активности фермента, например, с
использованием 1,4-бензохинона (BQ) [2]. Коэн-
зимы Q1 и Q10 (СoQ1 и CoQ10) представляют со-
бой аналоги 1,4-бензохинона, содержащие одно и
десять изопреновых звеньев соответственно, явля-
ются переносчиками электронов в дыхательной це-
пи и играют важную роль в окислительном фос-
форилировании в митохондриях. Кроме того, эти
коэнзимы могут выступать как поглотители сво-
бодных радикалов, таким образом предотвращая
окислительное повреждение митохондриальных
мембран. Мембраны млекопитающих обычно со-

Список сокращений: AOT ‒ натриевая соль ди-2-этилгекси-
лового эфира сульфоянтарной кислоты; AtGALDH ‒ L-га-
лактон-1,4-лактон дегидрогеназа из Arabidopsis thaliana; BQ –
1,4-бензохинон; CoQ1 – коэнзим Q1; СoQ10 – коэнзим
Q10; GL ‒ L-галактон-1,4-лактон; PBS – фосфатный бу-
фер; TcGAL ‒ галактонолактоноксидаза из Trypanosoma
cruzi; ЭА – электроноакцептор; PMS – феназинметосуль-
фат; DCPIP – 2,6-дихлорфенолиндофенол.
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держат гомологи CoQn с длинными изопреновы-
ми цепями: у людей это Q10, у грызунов это в ос-
новном Q9. У бактерий, например, E. coli, присут-
ствует коэнзим Q8. Изопреновая цепь делает Q10
чрезвычайно гидрофобным, удерживая его в мем-
бране и исключая любую возможность его диссо-
циации в митохондриальный матрикс, в то время
как Q1 с одним изопреновым звеном является
сравнительно гидрофильным соединением.

В шестичленном кольце CoQ1, в отличие от BQ,
все атомы водорода замещены на алкильные или
метокси-группы, поэтому CoQ1 более устойчив в
щелочной среде [4], что, предположительно, долж-
но способствовать его большей эффективности в
качестве электроноакцептора AtGALDH. Коэн-
зим, CoQ10, благодаря длинному гидрофобному
углеводородному фрагменту способен проникать
в клеточные мембраны. Как следствие, CoQ10
практически нерастворим в воде, однако хоро-
шо растворим в системе АОТ-вода-н-октан (об-
ращeнные мицеллы), являющейся моделью мем-
браны, поэтому этот кофермент также представ-
ляет интерес как эффектор AtGALDH.

Таким образом, целью данной работы являет-
ся исследование 1,4-бензохинона и его производ-
ных коэнзимов Q1 и Q10 в отношении L-галактон-
1,4-лактон дегидрогеназы из Arabidopsis thaliana
в качестве потенциальных электроноакцепторов
или ингибиторов фермента в водной и мицел-
лярной средах.

УСЛОВИЯ ЭКСПЕРИМЕНТА
Реагенты

L-галактоно-1,4-лактон, 2,6-дихлорофенолидо-
фенол, натриевая соль ди-2-этилгексилового эфира
сульфоянтарной кислоты (АОТ), н-октан, ацето-
нитрил, компоненты буферных растворов ‒ пре-
параты (Sigma-Aldrich, США), феназинметасуль-
фат и 1,4-бензохин (Merck, Германия), коэнзим
Q1 (Sigma), коэнзим Q10 (Nanjing Duly Biotech,
Китай), L-галактон-1,4-лактон дегидрогеназа из
Arabidopsis thaliana была любезно предоставлена
проф. W.J.H. van Berkel (Вагенингенский универ-
ситет, Вагенинген, Нидерланды).

Методы

Регистрацию спектров окисленных и восста-
новленных форм изучаемых соединений и опреде-
ление активности фермента AtGALDH с ис-
пользованием электроноакцепторов проводили
на спектрофотометре Ultrospec-2100 pro Amer-
sham Biosciences (США) с термостатируемым
кюветным отделением (все измерения проводи-
лись при 25°С). В качестве водной и мицеллярной
сред во всех экспериментах использовали 25 мМ
PBS (с разными pH в диапазоне pH 7.2–9.6) и 0.1 М

АОТ в н-октане (с добавлением необходимого ко-
личества PBS с заданным pH для достижения нуж-
ной степени гидратации W0) соответственно.

Изучение влияния CoQ10 на активность
AtGALDH в системе обращeнных мицелл АОТ
проводили по методике, описанной в работе [1],
где использовали комбинацию 120 мкМ феназин-
метосульфата и 120 мкМ 2,6-дихлорфенолиндо-
фенола в системе обращeнных мицелл 0,1 М АОТ
в н-октане, варьируя степень гидратации W0.

Концентрации L-галактоно-1,4-лактона и
AtGALDH составляли 1 мМ и 6 × 10–9 М во всех
экспериментах. Регистрацию и обработку данных
проводили при помощи программы “Datalyse 3.70”.
Для статистической обработки данных использо-
вали программу SigmaPlot 11.1.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Исследование свойств 1,4-бензохинона 

в качестве электроноакцептора AtGALDH

Для установления оптимальных условий исполь-
зования BQ как электроноакцептора AtGALDH ис-
следовали зависимости скоростей основной (в при-
сутствии AtGALDH) и фоновой (без AtGALDH)
реакции от pH вблизи pH-оптимума фермента
(pH 8.8) в диапазоне pH 7.2‒9.6 в водной и мицел-
лярной средах. Скорости реакций определяли по
изменению поглощения раствора на длине волны
λ = 290 нм (разница коэффициентов молярного по-
глощения окисленной и восстановленной форм
1,4-бензохинона ε290 = 2300 M–1 см–1 для обеих
сред [2, 3]). Полученные зависимости представ-
лены на рис. 1.

Установлено, что pH 7.8 является оптималь-
ным для использования BQ в качестве электроно-
акцептора AtGALDH как в водной, так и в мицел-
лярной средах. При повышении pH наблюдается
резкое снижение отношения скоростей основной
и фоновой реакций в обеих средах, вплоть до пре-
валирования фоновой реакции над основной при
pH 9.6. Эти результаты согласуются с данными,
полученными в работе [3], авторы которой связыва-
ют ухудшение свойств BQ с его авто-окислением
при щелочных значениях pH. При этом авторы [3]
использовали данный ЭА при pH 7.2, в то время как
полученные нами pH-зависимости свидетельству-
ют о возможности использования BQ при pH 7.8,
что соответствует более близким к оптимальным
условиям функционирования AtGALDH. Даль-
нейшая оптимизация по использованию 1,4-бензо-
хинона как электроноакцептора AtGALDH состоя-
ла в исследовании зависимости эффективности ЭА
от его концентрации при pH-оптимуме ЭА (рис. 2).

Полученные зависимости свидетельствуют о
том, что концентрация BQ 2 мМ в водной и ми-
целлярной среде является оптимальной ввиду
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наибольшего соотношения скоростей основной
и фоновой реакций.

Исследование свойств коэнзимов 
Q1 и Q10 как эффекторов AtGALDH

Ввиду структурного сходства 1,4-бензохинона
и коэнзима Q1 было выдвинуто предположение о
возможной способности последнего выступать

в качестве электроноакцептора AtGALDH. Об-
наружено, что спектры окисленной и восста-
новленной форм CoQ1 имеют одинаковый вид
в водной и мицеллярной средах, что позволяет
спектрофотометрически регистрировать пере-
ход из окисленной формы в восстановленную
при одной длине волны λ = 285 нм в обеих средах
(рис. 3). В обеих средах разница коэффициентов
молярного поглощения окисленной и восстанов-

Рис. 1. Скорости побочной (Фон) и ферментативной (Фермент.) реакций при варьировании pH (а) ‒ в водной среде,
(b) ‒ мицеллярной (0.1 М АОТ в н-октане, W0 = 22), (c) ‒ соотношение скоростей в исследованных средах. Условия:
1 мМ GL, 0.2 мМ BQ, 6 × 10–9 М AtGALDH, λ = 290 нм, T = 25°C. 
Fig. 1. The rates of the side (Background) and enzymatic (Enzymatic) reactions with varying pH (а) ‒ in aqueous) (b) ‒ in mi-
cellar media (0.1 M AOT in n-octane, W0 = 22) (c) ‒ the ratio of rates in examined media. Conditions: 1 mM GL, 0.2 mM BQ,
6 × 10–9 M AtGALDH, λ = 290 nm, T = 25°C.
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Рис. 2. Сравнение скоростей ферментативной и фоновой реакции в зависимости от концентрации BQ (а) ‒ в водной
(25 мМ PBS pH 7.8) (b) ‒ в мицеллярной среде (0.1 М АОТ в н-октане, W0 = 22, pH 7.8). Условия: 1 мМ GL, 6 × 10–9 M
AtGALDH, T = 25°C, λ = 290 нм. 
Fig. 2. Comparison of enzymatic and background reaction rates as a function of BQ concentration (а) ‒ in aqueous (25 mM PBS
pH 7.8) (b) ‒ in micellar medium (0.1 M AOT in n-octane, W0 = 22, pH 7.8). Conditions: 1 mM GL, 6 × 10–9 M AtGALDH,
T = 25°C, λ = 290 nm.
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ленной форм ε285 = 2600 M–1 см–1 близка к таковой
для BQ (ε290 = 2300 M–1 см–1).

Учитывая, что CoQ1 является производным
1,4-бензохинона, и, как следствие, также имеет
тенденцию к усилению побочных реакций в силь-
нощелочных средах, мы исследовали зависимости
активности AtGALDH от концентрации ЭА при
pH 7.8, которое является оптимальным для BQ.
Результаты измерений представлены на рис. 4.

Использование CoQ1 в мицеллярной среде ли-
митировано ограниченной растворимостью ЭА,
поэтому его оптимальной концентрацией являет-
ся 2 мМ. В то же время в водной среде наиболее це-
лесообразно применение 4 мМ коэнзима Q1 ввиду
наибольшего соотношения скоростей основной и
фоновой реакций. В табл. 1. приведены кинети-
ческие параметры реакций при использовании
1,4-бензохинона и коэнзима Q1 в качестве элек-
троноакцепторов AtGALDH, где VМакс – макси-
мальная скорость ферментативной реакции за

вычетом фоновой, VФон – скорость фоновой ре-
акции.

Исходя из соотношения скоростей основной и
фоновой реакций можно сделать вывод, что ко-
энзим Q1 ‒ более подходящий ЭА для AtGALDH
по сравнению с 1,4-бензохиноном (соотношения
10 и 7 соответственно) в водной среде и менее эф-
фективный в мицеллярной (3 и 6 соответственно).
При этом остальные параметры данных ЭА (разни-
цы коэффициентов молярного поглощения окис-
ленных и восстановленных форм и каталитиче-
ские параметры) отличаются незначительно.

Предполагалось, что коэнзим Q10, отличаясь от
CoQ1 только наличием фрагмента из девяти изо-
преновых звеньев, также обладает электроноакцеп-
торными свойствами в отношении AtGALDH. Од-
нако, несмотря на значительную разницу коэф-
фициентов молярного поглощения окисленной
и восстановленной форм (ε = 9900 М–1 см–1 при
λ = 275 нм), коэнзим Q10 не проявил себя как

Рис. 3. (а) ‒ Спектры восстановленной (Red.) и окисленной (Ox.) форм CoQ1 в 0.1 М АОТ (W0 = 22, 0.7 мМ Q1, рН 7.8,
Т = 25°С); структуры (b) ‒ 1,4-бензохинона (с) ‒ коэнзима Q1, (d) – коэнзима Q10. 
Fig. 3. (a) ‒ Spectra of reduced (Red.) and oxidized (Ox.) forms of CoQ1 in 0.1 M AOT (W0 = 22, 0.7 mM Q1, 25 mM PBS,
pH 7.8, T = 25°С); the structures (b ‒ of) 1,4-benzoquinone, (c) ‒ of coenzyme Q1, and (d) ‒ of coenzyme Q10.
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Fig. 4. Comparison of enzymatic and background reaction rates depending on CoQ1 concentration (а) ‒ in aqueous (left, 25 mM
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электроноакцептор AtGALDH ни при pH 7.8
(оптимум для BQ и CoQ1), ни при pH-оптиму-
ме AtGALDH (pH 8.8).

В то же время обнаружено, что CoQ10 выступает
как ингибитор AtGALDH в системе обращeнных
мицелл АОТ (рис. 5). Система обращeнных ми-
целл является релевантной моделью мембраны,
необходимой для исследований мембранных фер-
ментов, нерастворимых в воде, таких как TcGAL.
Варьируя степень гидратации W0 = [ПАВ]/[H2O] (в
качестве ПАВ в работе используется АОТ), мож-
но менять размер мицелл. При соответствии раз-
меров фермента и полости мицелл наблюдаются
оптимумы активности, соответствующие функ-
ционированию мономерной или димерной форм
фермента. Используемый в качестве модели
AtGALDH, гомологичный TcGAL, может функ-
ционировать в системе обращeнных мицелл
АОТ в мономерной (при W0 = 22–24) и в димер-
ной (W0 = 26–28) формах [1, 3].

Установлено, что CoQ10 оказывает ингибиру-
ющий эффект при W0 > 26, то есть в области суще-
ствования димерной формы фермента, в то вре-
мя как эффект в отношении мономерной формы
AtGALDH (W0 = 23‒24) не выражен. Максималь-
ный процент ингибирования (61%) наблюдается
при W0 = 28. Для сравнения на рис. 5 приведено
действие ликорина – природного алкалоида, ко-
торый, ингибирует AtGALDH в мицеллярной
системе на 10‒15% при концентрации ликори-
на 60 мкМ и на 80% при 800 мкМ [1].

Таким образом, в рамках данной работы уста-
новлено, что 1,4-бензохинон как электроноакцеп-
тор AtGALDH проявляет наибольшую эффектив-
ность при pH 7.8, что позволяет использовать дан-
ный ЭА в условиях более близких к pH-оптимуму
фермента, чем ранее было предложено [3]. Со-

гласно результатам исследования свойств коэн-
зимов Q1 и Q10 несмотря на их структурное
сходство с 1,4-бензохиноном только коэнзим
Q1 проявляет электроноакцепторные свойства,
превосходящие таковые для 1,4-бензохинона в

Табл. 1. Сравнение характеристик электроноакцепторов AtGALDH: 1,4-бензохинона и коэнзима Q1 
Table 1. Comparison of characteristics of electron acceptors of AtGALDH: 1,4-benzoquinone and coenzyme Q1

1,4-бензохинон Коэнзим Q1

параметр

среда

параметр

среда

водная
мицеллярная 

(W0 = 22) водная
мицеллярная 

(W0 = 22)

КМ (BQ), М (3.5 ± 0.4) × 10–4 (3.6 ± 0.3) × 10–4 КМ(Q1), М (3.5 ± 1.1) × 10–3 *

VМакс, М/с (7.1 ± 0.4) × 10–7 (4.6 ± 0.7) × 10–7 VМакс, М/с (5.4 ± 0.7) × 10–7 (1.1 ± 0.1) × 10–7*

VФон, M/c (1.0 ± 0.2) × 10–7 (7.6 ± 0.9) × 10–8 VФон, M/c (5.4 ± 0.4) × 10–8 (3.6 ± 0.3) × 10–8

VМакс/VФон 7 6 VМакс/VФон 10 3

рН 7.8 7.8 рН 7.8 7.8

ε(Ox–Red), М–1см–1

(λ, нм)
2300 (290) 2300 (290) ε(Ox–Red), M–1 см–1 

(l, нм)
2600 (285) 2600 (285)

Рис. 5. Зависимости активности AtGALDH от степе-
ни гидратации W0 в системе обращённых мицелл
АОТ (pH 8.8) в присутствии коэнзима Q10 (60 мкМ) и
в его отсутствии, а также в присутствии ликорина
(800 мкМ). Максимальная погрешность определения
параметров не более 10%. Условия: 1 мМ GL, 120 мкМ
PMS, 120 мкМ DCPIP, 6 × 10–9 M AtGALDH, T =
= 25°C, λ = 550 нм.
Fig. 5. Dependences of the AtGALDH activity on the hy-
dration degree W0 in the in the AOT reverse micellar sys-
tem (pH 8.8) in the presence of coenzyme Q10 (60 μM)
and in its absence, as well as in the presence of lycorine
(800 μM). Maximum error of parameter determination no
more than 10%. Conditions: 1 mM GL, 120 μM PMS,
120 μM DCPIP, 6 × 10–9 M AtGALDH, T = 25°C, λ =
= 550 nm.
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водной среде и уступающие в мицеллярной. Ко-
энзим Q10, напротив, не обладает электроноакцеп-
торными свойствами в отношении AtGALDH, од-
нако является ингибитором данного фермента
(максимальное ингибирование 61% при 60 мкМ
коэнзима Q10). Полученные результаты позволя-
ют заключить, что с помощью коэнзима Q1 мож-
но определять активность AtGALDH в водной и
мицеллярной средах, в то время как обнаружен-
ная способность коэнзима Q10 ингибировать
AtGALDH, являющуюся гомологом TcGAL, поз-
воляет рассматривать коэнзим Q10 как потенциаль-
ный ингибитор TcGAL и, соответственно, возмож-
ную основу для создания лекарств против болез-
ни Шагаса.

Работа выполнена с использованием оборудо-
вания (ИК-спектрометр Фурье Bruker Tensor 27
(Германия) и КД-спектрометр Jasco J-815 (Япо-
ния)) по программе развития МГУ.
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The Influence of Effectors 1,4-Benzoquinone and its Derivatives, 
Coenzymes Q1 and Q10, on the Activity of L-Galactone-1,4-lactone 

Dehydrogenase from Arabidopsis thaliana
A. A. Chudina, # and E. V. Kudryashovaa

aFaculty of Chemistry, Lomonosov Moscow State University, Moscow, 119991 Russia
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Abstract—The effect of 1,4-benzoquinone and its derivatives, coenzymes Q1 and Q10, on the membrano-
tropic enzyme L-galactone-1,4-lactone dehydrogenase from Arabidopsis thaliana has been characterized. It
was established that coenzyme Q1 can act as an electron acceptor for L-galactone-1,4-lactone dehydrogenase
in an aqueous medium and in a reverse micellar system (membrane model). Given a significant difference in
the molar absorption coefficients of the oxidized and reduced forms of 1,4-benzoquinone and coenzyme Q1,
these compounds can be used for spectrophotometric determination of the activity of L-galactone-1,4-lac-
tone dehydrogenase from Arabidopsis thaliana. Using our previously developed approach to the analysis of
enzyme activity in a micellar medium, we showed that coenzyme Q10, which is similar in structure to the
electron acceptor 1,4-benzoquinone and coenzyme Q1, on the contrary, inhibits the studied enzyme. L-Ga-
lactone-1,4-lactone dehydrogenase from Arabidopsis thaliana is a homologue of galactonolactone oxidase
from Trypanosoma cruzi, a parasitic pathogen, and therefore the revealed capacity of Q10 of inhibiting the
first enzyme allows us to consider this coenzyme as a potential substance for drugs against Chagas disease.

Keywords: Arabidopsis thaliana, L-lactone-1,4-galactone dehydrogenase, 1,4 benzoquinone, coenzyme Q1,
coenzyme Q10, electron acceptors, inhibitors
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